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toteine konnen durch Elektrophorese charakterisiert werden 

. ) 

^isatzlich zur Chromatographic gibt es eine weitere wichtige Gruppe 
oo Methoden zur Trennung von Proteinen. Sie basiert auf der Ei- 
enschaft geladener Proteine, in einem elektrischen Feld zu wandern, 
in ProzeB, den man als Elektroph rese bezeichnet. Elektrophoreti- 
;he Verfahren werden nur selten zur Reinigung grofier Proteinmen- 
en angewandt, weil normalerweise einfachere Alternativen verftig- 
ar sind, und Proteine durch elektrophoretische Methoden haufig 
laktiviert werden. Die Elektrophorese eignet sich jedoch hervorra- 
end zur Analyse. Ihr Vorteil liegt darin, daB Proteine sowohl sicht- 
ar gemacht als auch getrennt werden konnen, wodurch die Anzahl 
er in einer Mischung vorliegenden Proteine oder der Reinheitsgrad 
iner bestimmten Proteinprgparation schnell abgeschatzt werden 
ann. AuBerdem ermoglicht die Elektrophorese die Bestimmung ent- 
±eidender Proteineigenschaften wie isoelektrischer Punkt und un- 
efahre molare Masse* 

; Bei einer Elektrophorese ist das elektrische Potential E die die 
lakromolekiile bewegende Kraft (NucleinsSuren werden ebenso wie 
toteine auf diese Weise getrennt). Die elektrophoretische Beweg- 
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Wandenings- 
richtung 



(a) 



4 Elektrophorese. a) Verschledene Proben werden in die Taschen bzw. Vertiefun- 
en am oberen Ende des Potysaccharid-Gels gefOlft Wird eln elektrlsches Feld ange- 
>gt; wandem die Proteine In das Gel hineln. Das Gel reduziert KonvektJOnsstrdme, 
|$tiurch kleine Temperaturgradlenten hervorgerufen werden, und minimlert Proteln- 
^flungen, die auf andere Ursachen als das elektrische Feld zurQckzufGhren sind. 
) Nach der Elektrophorese kdnnen die Proteine sichtbar gemacht werden, indem 
jansiez. B. mtt Coomassie Brilliant Blue anfirbt, das an die Proteine, nicht aber an 
j&'Gel selbst bindet Jede Bande auf dem Gel entspricht einem anderen Protein 
$er. ; einer Protelnunterelnheft). Weinere Proteine liegen nfiher an der unteren Gel- 
Dieses Gel veranschcMicht die Reinigung des Enzyms RNA-Polymerase aus 
9$ Baktertum E.coll. Die erste Bahn z Igt den ungerelnigten Zetlextrakt Die nach- 
gjfenden Bahnen zelgen di Proteine, die nach Jedem Relnlgungsschritt noch zuge- 
gjftod- Die geroinfgte RNA-Polymerase besteht aus vier Untereinheiten, wie in der 
W*h Bahn auf der rechten Seite zu eehen ist. 
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TabeHee.5: Isoefefctrlsche Punkte einlger Protelne 



Pepsin 

Ovalbumin 

Serumalbumin 
Urease 

ft^oglobunn 
Hemoglobin 

Myoglobin 

^notrypsinogen 

Cytochrome 

Lysozym 
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Pi 

-1.0 
4.6 
4.9 
5.0 
5.2 
6.8 
7.0 
'.9.5 
10.7 
11.0 



lichkeit (i des MolekUls ergibt sich aus dem Verhaltnis der Teilchen- 
geschwindigkeit Vzum elektrischen Potential. Sie kann auch als Quo- 
tient der Nettoladung des Molektils Z und des Reibungskoeffizienten 
/ausgedriickt werden. Demnach ist: 

V Z 
" = £ = 7 

Fttr die Elektrophorese von Proteinen verwendet man im allgemei- 
nen Geie aus dem quervernetzten Polymer Polyacrylamid (Abb. 6.4) 
Die Polyacrylamid-Gele wirken als Molekularsiebe, indem sie die 
Wanderung von Proteinen annShernd proportional zu ihrer Masse 
oder ihrer raolaren Masse verlangsamen. 

Zur AbschStzung der Reinheit und der molaren Masse benutzt 
man gewdhnlich eine elektrophoretische Methode mit dem Deter- 
gens Natriumdodecylsulfat (englisch sodium dodecyt sulfate, SDS). 
SDS bindet an die meisten Proteine in einem Umfang, der der mola- 
ren Masse des Proteins annShernd proportional ist und zwar ein Mo- 
lekfll SDS pro zwei Aminosaurereste (vermutlich durch hydrophobe 
Wechselwirkungen, s. Kapitel 4). Das gebundene SDS steuert eine so 
hohe negative Nettoladung bei, daB die urspriingliche Ladung des 
Proteins vernachlSssigbar wird. Bei der Bindung von SDS andert sich 
auBerdem die native Konformation von Proteinen, so daB diese gr6B- 
tenteils eine ahnliche Struktur und somit ein ahnliches Verhaltnis von 
Ladung zu Masse annehmen. Bei einer SDS-Elektrophorese werden 
Proteine deshalb fast ausschlieBlich entsprechend ihrer Masse bzw. 
ihrer molaren Masse getrennt, wobei kleinere Peptide schneller wan- 
dern. Nach Beendigung der Elektrophorese werden die Proteine 
durch Zugabe eines Farbstoffes wie Coomassie Brilliant Blue (Abb. 
6.4b) sichtbar gemacht, der an Proteine, aber nicht an das Gel selbst 
bindet. Mit der SDS-Gelelektrophorese kann der Verlauf einer Pro- 
teinisolierung Qberprttft werden, weil die Anzahl der Proteinbanden 
mit fortschreitender Reinigung abnimmt Vergleicht man die Positio- 
nen im Gel, zu denen Proteine mit bekannter molarer Masse wan- 
dern, mit der Position eines unbekannten Proteins, erh&lt man eine 
hervorragende Methode zur Bestimmung seiner molaren Masse 
(Abb. 6.5). Besitzt das Protein zwei oder mehrere verschiedene Un- 
tereinheiten, werden diese gewdhnlich durch die Behandlung mit 
SDS voneinander getrennt, so daB fiir jede eine einzelne Bande auf- 
tritt 

Die isoelektrische Fokussierung ist eine Methode zur Bestimmung 
des isoelektrischen Punktes (pi) eines Proteins (Abb. 6.6). Man er- 
zeugt eiiien pH-Gradienten, indem man ein elektrisches Feld an ein 
Gel anlegt, das eine Mischung von niedermolekularen organischen 
SSuren und Basen (Ampholyte, s. Abschn. 5.1) enthSlt, so daB diese 
sich unterschiedlich verteilen. Wird eine Proteinmischung aufgetra- 
gen, wandert jedes Protein, bis es den pH-Wert erreicht hat, der sei- 
nem pi entspricht. Proteine mit verschiedenen isoelektrischen Punk- 
ten werden infolgedessen unterschiedlich tiber das gesamte Gel ver- 
teilt(Tab. 6.5). 

Die Kombination dieser beiden elektrophoretischen Methoden in 
zweidimensionaien Gelen erlaubt die AuflOsung komplexer Protein- 
mischungen (Abb. 6.7). Diese analytische Methode ist wesentlich 
empfindlicher als die isoelektrische Fokussierung oder die SDS-Pqly- 
acrylamid-Gelelektrophorese allein. Mit Hilfe der zweidimensionaien 
Gelelektrophorese konnen Proteine mit Qbereinstimmender molarer 
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Myosin 200 000 

0-GalactosidaBe 116 250 
Phoaphorylase b 97 400 

Rinder-Serumalbumin 66 200 
Ovalbumin 45 000 
Carboanhydrase 31 000 



Trypsin-Inhibitor 21 500 
Lysozym 14 400 




M- unbekanntes 
Standards Protein 

(a) 



relative 
Wanderungsstrecke 

(b) 



Absch&tzung der molaren Masse eines Proteins. Die elektrophoretische Beweg- 
: eines Proteins in eirtem SDS-Poryacrytamid-Gel stent in Beziehung zu seiner 
i Masse M. a) Proteine mrt bekannter motarer Masse dienen ats Standard bei 
£ejtelektrophorese (Bahn 1). Dam It kann M eines unbekannten Proteins abge- 
It werden (Bahn 2). b) Aus der graphlschen Darstelking von logM der Marker- 
ie gegen die relative Wanderungsstrecke w§hrend der Elektrophorese kann M 
unbekannten Proteins abgetesen werden. 



Eine 

Ampholytlosung 
wird in ein Gel pH 9 
einpolymerisiert. 




-ektrische Fokussierung. Mit dteser Technik werden Proteine In Abhangigkeit 
i isoelektrtschen Punkten aufgetrennt Im Gel wird durch Zusafe geeigneter 
e ein stabiler pH-Gradient erzeugt Eine Proteinmischung wird auf das Gel 
. Legt man ein elektrfsches Feld an, dringen die Proteine in das Gel ein und 
, bis sle eindn pH-Wert erreicht haben. der ihren pl-W rten entsprlcht Man 

, dafl.die Nettoladung eine* Proteins Null 1st, wenn pH = pi. 



Nach Anlegen 

eines 
elektrischen 
Feldeabildet 

sichein 
stabiler pH- 

Gradient 
im Gel aus. 



Eine Protein- 
lttsungwird 
aufgetragen 

und erneut ein 
elektrisches 

Feld angelegt. 



Durch Farbun 
werden die . 
entlang des 

pH-Gradientei 
verteilten 

Proteine siebt 

bar gemacht 



Masse, aber unterschiedlichen pl-Werten oder Proteine mit gleichen 
pi- Wert und verschiedenen molaren Massen getrennt werden. 

Ein neues Analyseverfahren, die Kapillarelektrophorese, gewinn 
mittlenveile stark an Bedeutung. Sie verbindet die Vorteile klassi 
scher elektrophoretischer Techniken mit den Mfiglichkeiten der Au 
tomatisierang und schnellen quantitativen Bestimmung der Proben 
In der Kapillarelektrophorese (auch Kapillarzonenelektrophores* 
genannt) arbeitet man mit dUnnen Quarzkapillaren (25-100 /un) un< 
sehr hohen Feidstarken (100-300 V cm" 1 ), ca. zehnmal mehr als be 
herkomralichen elektrophoretischen Verfahren. Die Kapillaren kon 
nen mit Puffer, SDS-Polyacrylamid-Gel oder Polyampholyten gefttll 
sein, wodurch Trennungen nach Ladung und molarer Masse oder iso 
elektrische Fokussierung mSglicb sind. Die Probenvolumina betrager 
nur etwa 5-50 nL; deshalb enthalten kommerzielle GerSte zum Tei 
ausgekltigelte Injektionsvorrichtungen. Die Detektion erfolgt durcl: 
UV- oder Fluoreszen2messungen, LeitfShigkeitsmessungen odei 
durch Kopplung mit Massenspektrometrie (vgl. Abschn. 11.4). 



Antikorper-Antigen-Wechselwirkungen dienen zur Quantifizierung 
und Lokalisierung von Proteinen 

Verschiedene sensitive Analysemethoden wurden infolge der Unter- 
suchung einer Proteinklasse entwickelt, die man als Antikorper odei 
Immunglobuline bezeichnet. AntikSrpermolekttle treten im Blutse- 
rum und in bestimmten Geweben von Wirbeltieren als Antwort auf 
die Injektion eines Antigens auf, eines Proteins oder anderen Makro- 
molektils, das ftir dieses Individuum fremd ist. Jedes Fremdprotein 
lost die Bildung eines Satzes verschiedener AntikSrper aus, die sich 
mit dem Antigen zu einem Antigen-Antik5rper-Komplex verbinden 
kdnnen. Die Antikftrperproduktion ist Teil eines allgemeinen Ab- 
wehrmechanism us bei Wirbeltieren, den man als Immunantw rt be- 
zeichnet. 

Antikdrper sind Y-fGrmige, aus vier Polypeptidketten bestehende 
Proteine. Sie besitzen zwei Bindungsstellen, die zu bestimmten struk- 
turellen Merkmalen der Antigenmolekttle komplementar sind und 
die Bildung eines dreidimensionalen Netzwerkes aus einander ab- 
wechselnden Antigen- und Antikorpermolektilen ermftglichen (Abb. 
6.8). Ist genttgend Antigen in einer Probe vorhanden, ftihrt der Zu- 
satz von AntikSrpern oder Blutserum immunisierter Tiere zur Bil- 
dung eines quantifizierbaren Niederschlages. Ein solches Pr&zipitat 
wird nicht gebildet, wenn Serum nichtimmunisierter Tiere mit dem 
Antigen vermischt wird.- 

Antikdrper sind fiir das Fremdprotein oder andere Makromolekti- 
le, die ihre Bildung hervorrufen, hochspezifisch. Diese Spezifit&t 
macht sie zu wertvollen analytischen Reagenzien. Zum Beispiel bil- 
det ein gegen Pferde-Serumalbumin gerichteter Kaninchenantikorper 



6.7 Zweldimensionale Elektrophorese. a) Die Proteine werden zunSchst durch Iso- 
elektrische F kusslerung getrennt und, nachdem das Gel horizontal auf ein zweftes 
Gel gelegt wurde, zusfitzlich einer SDS-Polyacrytamid-Gelelektrophorese unterwor- 
fen. In diesem zweidlmensbnalen Gel zeigt die horizontals Trennung Unterschtede Im 
pi, die vertikale Unterschtede In der molaren Masse, b) Mehr als 1 000 verschiedene 
Prot in aus £ coli kdnnen mit Hilfe dieser Technik getrennt w rden. 



